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Summary
 Corticosterone, the glucocorticoid in rodents, is released from adrenal cortex in response to stress. 
Sometimes, for use in experiments, infants may be separated from their mother mouse. We studied the 
stress of mother mouse when she separates from infants. As a result, the concentration of corticosterone in 
the blood of the mother mouse tended to increase, by pulling her infants apart. In the case of using infant 
mice for animal experiments, it was suggested that it is necessary to consider the maternal stress. 
 
1. 目的
 著者は大学動物実験施設に技術職員として
勤務するとともに、動物実験委員会の委員と
して年間 900 件を超えて申請される動物実験
計画書の審査を担当している。その中で、わ
れわれはマウスやラットなどの授乳中の母親
から実験に使用するために産仔を取り上げる
行為が母親にとってどのような苦痛をもたら
すのであろうかという疑問を抱いた。
 動物実験を行なう上で、必要個体数の生産
や系統維持のための繁殖は不可欠である。そ
こでは虚弱個体の排除、哺育個体数の調整な
どのために出生直後の段階で産仔の一部を安
楽死させることがある。また離乳前の個体を
実験に用いる場合もある。ところが実験動物
の苦痛評価についての一般的な基準として用
いられている SCAW（Scientists Center for 
Animal Welfare）による苦痛のカテゴリー分類
では「本来の母親の代わりに不適切な代理母
を与えること」との例示があるのみで、母親
の側からみた苦痛評価は見当たらない 1) 。 ま
た日本学術会議ガイドラインにおいても、母
親から離された新生仔のストレスについて、
「毛のない動物の体温管理」という文脈で語
られているにとどまっている 2) 。 
 そこで本研究において、哺育中の産仔を離
す際の母親の苦痛について、母性行動の観察
に加えてストレスマーカーの一種であるコル
チコステロン（CORT）に着目し、苦痛の程度
を客観的に評価することを立案した。
2. 方法
(1)使用動物種・系統 
繁殖力が高く産仔数も多い Slc : ICR マウス
（日本エスエルシー株式会社）を用いた。
(2)交配および繁殖の方法 
8 週齢♂5 匹♀15 匹を用いて♂1 匹♀3 匹の
組み合わせで交配させた。交配ペア作成の翌
朝から膣栓の有無を確認し、交配 12 日前後に
目視および触診で妊娠を確認した♀は個別飼
育とし、出産させた。
(3)ストレス評価の方法 
前記の方法で出産させた産仔を生後 4 日
（postnatal day 4: pd4）の時点で、母親から①
すべての産仔を残す群、②産仔の半数を離す
群、さらに③すべての産仔を離す群の 3 群（各
群母マウス 5 匹）に分けた。仔を離す直前（pre）
と１時間後に母マウスの尾静脈から各 0.1mL
採血し、いったん離した仔は 2 回目の採血終 
図 1.  母子分離の方法 
図 2.  実験スケジュール 
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了後ケージに戻した。母マウスと仔を分離す
る際は、ケージの間に目隠しを設けて遮蔽し
た（図 1）。ストレスの経時的変化を検討する
ために、24 時間後に再度尾静脈から 0.1mL 採
血を行なった（図 2）。これらをサンプルとし
て Corticosterone ELISA kit ADI-900-097（Enzo 
Biochem Inc.）によって血中 CORT の測定を行
なった。同一個体を用いて同様の実験を生後
14 日（pd14）、離乳の生後 21 日（pd21）の時
点でも行なった。
(4)動物の苦痛および研究倫理への配慮 
21 日目の採血を終えた母マウスおよびその
仔は速やかに安楽死させた。
 出産した仔を実験の過程で一時的にせよ引
き離すことについて、本研究によって母マウ
スのストレスの程度が判定されるまでは、
SCAW の苦痛のカテゴリーD（回避できない重
度のストレスまたは痛みを伴うと思われる実
験）に該当する可能性を想定する必要がある。
ここにおいて母マウスの摂水・摂餌量の低下、
運動性の低下、授乳行動の異常などその苦痛
が耐え難いものと判断された場合には、当該
動物を安楽死させ、残った産仔の離乳までの
哺育は別の出産後の♀マウスに行なわせるこ
ととしたが、本実験の過程では人道的エンド
ポイントを適用を検討する局面はなかった。
本研究は岡山大学動物実験委員会において、
実際に研究を実施する著者を除く 12名の委員
の審査によって承認された動物実験計画書
OKU-2014451 号に基づいて実施された。 
3. 結果
  すべての血液サンプルを用いて ELISA によ
って分析した結果を、図 3～5 に示す。 
(1) 全ての産仔を残す群の CORT 濃度の推移
（図 3） 
  すべての産仔を残した群については、pre、1
時間後、24 時間後の 3 回の採血時の CORT 濃
度はおおむねほとんど変化しない、もしくは
低下する個体も見られた。
(2)産仔の半数および全部を離す群の CORT 濃
度の推移（図 4 および図 5） 
数値のばらつきが非常に大きいが、仔を離
して 1 時間後の母マウスの血中 CORT 濃度は
離す直前の数値よりも上昇する傾向がみられ
た。とりわけ仔の全数を母マウスから離す場
合、離す前の数値に比べて顕著な上昇が見ら
れた。
また後者の群では、生後 4 日、14 日、21 日
のいずれの時点においても仔を母マウスから
離して 1 時間後にもとに戻したとき、そこか 
図３．すべての産仔を残す群の CORT 濃度の推移 
図４．半数の産仔を離す群の CORT 濃度の推移 
図５．すべての産仔を離す群の CORT 濃度の推移 
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ら 23時間後の数値はおおむね仔を離す前の数
値にまで減少する傾向が見られた。
4. 考察
齧歯類における主要なグルココルチコイド
である CORT は、ストレスに応答して副腎皮
質から放出される。ラット脳内でもステロイ
ドホルモンの生合成に必要な酵素群が見つか
っていることから、ストレスによって脳内で
生合成された CORT が海馬萎縮をもたらし、
うつ状態を惹起する可能性も示唆されている
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3) 4) 。 
  生後 1 日から 14 日まで毎日、母マウスだけ
を別の♂マウスが使用した床敷の匂いに曝露
したり、新しい床敷のケージに移したりする
ことによって、離乳時の母マウスの血中 CORT
濃度は高くなったという報告がある 5) 。 だが
この報告は、母マウスが毎日新生仔から短時
間にせよ離されるストレスと、♂の匂いが付
いた床敷や、逆に何の匂いも付いていない床
敷にさらされるストレスという二重のストレ
ッサーに基づくものであり、母子分離が母親
にもたらすストレスの程度を直接に示すもの
とはいえない。
これに対して本研究においては、n 数も少な
く、測定された血中 CORT 濃度のレベルも個
体によってばらつきが大きいなど、出産から
離乳までの期間に新生仔マウスを一時的に母
親から分離する際の母マウスのストレスの程
度を、血中 CORT 濃度を指標として厳密に定
量することまではできなかった。また仔を引
き離されるストレスに加えて、尾静脈からの
採血それ自体がストレス要因として影響して
いる可能性も無視することはできない。
 しかしながら、本研究で得られた非常に限
られた結果の中でも、母マウスから仔を離す
前と比較してその 1 時間後の血中 CORT 濃度
は傾向的に増加を示すこと、1 時間後に仔を母
マウスのもとに戻して 23時間後には傾向的に
低減することが示された。これは採血という
侵襲によるストレスの要因を割り引いてもな
お、仔を引き離すことが母マウスにとってス
トレスとなることを示唆している。
ただ今回の実験からは、母マウスから仔を
離すタイミングとして生後 4 日、14 日、21 日
のいずれが最もストレスを増加させるのかに
ついても、明らかな結論は得られなかった。
 われわれは動物実験計画書の審査の上で、
実験の必要から離乳前の仔をやむを得ず親か
ら離す際に、このことによる母マウスのスト
レスを考慮するよう研究者に求めてきた。今
回の実験のように一時的に仔を離してその後
再び親のもとに戻すのではなく、実際の動物
実験の上では仔は親から離されてそのまま安
楽死となる場合がほとんであることを考えて
も、母マウスのストレスは相当程度長時間持
続することが予想される。したがって離乳前
の新生仔を親から離して実験に使用する場合
の母マウスのストレスを考慮することは、方
向性としては誤りではないということが示さ
れたということができよう。
そのうえで今後の課題として挙げられるの
は、①今回の実験では仔を離す時間は 1 時間
にとどめたが、仔を再び親のもとに戻さない
場合、母マウスのストレスの持続時間はどの
程度であるのか（一定時間経過後に、母マウ
スは仔がいなくなってしまったことに「慣れ
る」ことができるのかどうか）、②CORT 値の
上昇が母マウスの生理や全身状態にどのよう
な影響を及ぼすのか（学習性無力感、もしく
はうつ状態によって、残された仔の哺育その
ものに何らかの影響をもたらすかどうか）、③
さらに繰り返しの採血という強い侵襲をとも
なう方法ではなく、サンプル採取にともなう
ストレスを可能な限り少なくする方法論はど
のようなものが考えられるのかといったこと
が考えられる。
特に③の点については、唾液をサンプルと
した低侵襲の方法を用いた CORT 検出によっ
てストレス評価を行う試みが報告されている
6) 。さらに検討を進めていきたい。
われわれが動物実験計画書を審査する際、
SCAW の苦痛のカテゴリーによって明らかに
苦痛度の分類が可能なもの以外の実験処置に
ついては、「ヒトに置き換えてみたらどのよう
な苦痛・ストレスとなるか」ということをさ
しあたっての判断基準にする場合がある。だ
がヒトと実験動物、とりわけヒトとマウスや
ラットなどの実験用小動物はその生理学的、
解剖学的機能や構造が大きく異なるため、ヒ
トでは大きな問題にならない侵襲であっても
マウス・ラットでは無視することができない
レベルの苦痛になる場合も、逆にヒトほど大
きな苦痛やストレスは感じていないと判断し
て良い場合も存在しうる。
 特に本研究で焦点を当てようと試みた「離
乳前の仔を母マウスから離した場合の母マウ
スのストレス」については、これをそのまま
ヒトに当てはめて判断するならば「避けるこ
とのできない重度のストレスや痛みを伴う実
験」（苦痛のカテゴリーD）であるにとどまら
ず、「麻酔していない意識のある動物を用いて，
動物が耐えることのできる最大の痛み，ある
いはそれ以上の痛みを与えるような処置」（苦
痛のカテゴリーE。実験そのものが禁止され
る）にも該当しかねないような側面すらはら
んでいる。
 動物実験において動物が受ける苦痛やスト
レスを主観的にではなく可能な限り客観的に
評価し、それに基づいて適正な苦痛軽減措置
を講ずることは、実験動物福祉に配慮した適
正な動物実験実施体制を構築していくうえで
必須不可欠の課題である。本研究によって着
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手した実験動物の苦痛・ストレスの生化学的
評価という方法論をさらに確立することは、
倫理的な実験動物の取り扱いに資するものと
なると考えられる。 
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